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Probenzubereitungseinheit 

Die vorliegende Erfindung betrifit 
insbesondere von Polynukleotiden 
lymerase Chain reaction), sowie 
gen unler Vexwendung einer solchen Einheit 



em 



i sine Einheit zur Zubereitung von Reaktionsmischungen, 
: Sir eine chernische Reaktion wie die PCR-Reaktion (Po- 
Verfahren zur Zubereitung derartiger Reaktionsmischun- 



Die Isolierung und Analyse von 
Rolle in der mikrobiologischen unc 
nen in Zellen, von Bakterien oder 
eine Isolierung und/oder Reinigun^ 
nisse zu erhalten. 



SBST002EP-O300291 



Pofynukleotiden wie DNA und RNA spielt eine zentrale 
genetischen Diagnostic Fur die Identifizierung von Ge- 
yiren in einer Probe Oder die Erkennung von Mutationen ist 
der Polynukleotide erforderlich, urn zuverlSssige Ergeb- 



Herkommliche Verfahren zur Zubereitung von polynukleotidhaltigen Proben umfassen den 
Schritt der Lyse von zu untersucheLden Zellen, und die nachfolgende Trennung storender 
Zellbestandteile von den Polynukl<JOtiden. Die bekannten Tremiverfahren lassen sich in zwei 
allgemeine Kategorien einordnen. Bei der einen Kategorie von Trennverfahren wird eine po- 
lynukleotidhaltige Lasung dadurcl gereinigt, dass storende Bestandteile durch beispieJsweise 
Ausfallung und/oder Zentrifugation von den Polynukleotiden abgetrenni werden (Fliissigpha- 
senreinigung). Bei der anderen Kategorie von Trennverfahren werden die Polynukleotide an 
einen festen Trager gebunden und die stoienden Bestandteile der Probe durch Auswaschen 
mit geeigneten Losungsmitteln entfemt (Festphasenreinigung). 

Die gMngigsten Verfahren der Fliissigphasenreinigung von Polynukleotidproben beinhalten 
die folgenden 3 Schritte: 



1 . Lyse von Zellen zur Freise|tzung 

2. Abtrennung storender Bestandteile 

3. Aufkonzentrierung des vei bleibenden 
und erneutes in Losung brJngen der Polynukleotide 



Der zweite Schritt kann beispielsyeise 
sungsmitteln, Ausfallung oder 



der Polynukleotide 

der Probe axis dem flussigen Gemisch 

Gemisches (z.B. durch alkoholische Failung) 



durch Zentrifugation, Extraktion mit organischen Lo- 
Chjromatographie erfolgen. 



Empfansszeit l5Juli 16:36 
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Die gangigsten Verfahren der Fes^hasenreinigung von Polynukleotidproben beinhaiten die 
folgenden 3 Schritte: 

1 . Lyse von Zellen zur Freisetzung der Polymikleotide 

2. Binden der Polynukleotide an einen festen Trager 

3. Entfernen von stdrenden Bestandteilen der Probe dutch Waschen mit geeigneten Lo- 
sungsmitteln 

4. Eluieren der Polynukleoti i& vom festen Trager 

Als fester Trager werden beispie sweise Membranfilter, Metalloxide, Latex-Partikei oder ma- 
gnetische Kugeln vorgeschlagen 

Die vorstehend beschriebenen Verfahren weisen einige Nachteile auf. In der Regel sind meh- 
rere Verfahrensschritte in nnters :hiedlichen Vorrichtungen durchzufuhren. Zudem verlangen 
diese Verfahren den Einsatz vor verscbiedenen, teilweise nicht robedenklichen LSsungsmit- 
teln wie Phenolen oder halogenierten Losungsmitteln. Die herkommlichen Verfahren sind 
zeitraubend, kompliziert und verlangen den Einsatz von Stoffen zur Reinigung, die nachtrag- 
lich mSglichst quantitativ wiedejr entfernt werden miissen, da sie nachtrSgUche chemische 
Reaktionen wie die Polymerasej-Kettenreaktion (PCR) beziehungsweise die nachfolgende 
Analyse derReakrionsmischungenbehindem. 

Es sind Versuche beschrieben, ias Verfahren zur Zubereitung polynukleotidhaltiger Reakti- 
onsgemische insbesondere fur die PCR zu vereinfachen. la der WO 99/39009 ist em Verfah- 
ren beschrieben, bei dem in einW Einheit die aufzureinigende Probe zunSchst mit einem fe- 
sten TrSger in Kontakt gebracM wird. An diesem festen Trager, beispielsweise eine Membran 
Oder ein Filter, ist ein Lysemitjel gebunden. Die Lyse erfolgt somit an diesem festen Trager. 
Anschliessend wird die in denj Gemisch enfhaltene DNA aufgereinigt, indem das Gemiscb 
mit einem DNA-Aufreinigungsmittel wie einem organischen Losungsmittel behandelt wird. 
Fttr den Fall, dass die DNA hiferbei an einem festen Trager gebunden ist, wird das Polynu- 
Ideotid anschliessend von demTrager eluieit. Bei diesem Verfahren ist einReinigen-des Re- 
dcd^gsmischsJLmiE organischenRfiagensien erfoiderlich. Zudem wird als Huiennittel eine 
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die PCR und eine nacbfolgende 
bindem derartige Folgeschritte vollstandig. 

In der WO 95/02049 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem in einer Einheit eine zu analysie- 
rende Probe zunachst filtriert wire , urn fliissige Bestandteile abzutrennen. Anschliessend wer- 
den die auf dem Filter gesammelt sa Zellen resuspendiert und lysiert. Die lysierte Mischung 
wird anschliessend in eine zweite Kaituschenkammer filtriert. Das gefilterte Lysat wird in 
dieser Kammer unter Bedingungen auf eine feste Matrix gebracht, unter denen es zu einer 
Bindung der DNA an die feste M atrix kommt. Bei der festen Matrix handelt es sich gemSss 
den Beispielen der WO 95/0204S um ein Ionenaustauscherharz. Dieses Harz wird in der 
zwehen Kammer der Kartuscbe in Form einer Suspension bereitgestellt. Die Suspension wird 
mit Waschlosnngen bebandelt, ujn storende Bestandteile abzutrennen und durch einen Filter 
zu entfernen. Anschliessend wird die DNA mit einem Eluiermirtel von der Matrix entfernt 
und ebenfells durch den Filter aus der Kartusche herausgespult. Bei diesem Verfahren mussen 
somit ebenfells mehrere verschi sjdene Losungen zum Suspendieren und Waschen des Reakti- 
onsgemisches verwendet werdeij. 

I 

Allen vorstehend beschriebenen Verfahren ist zu eigen, dass sie nur ein gereinigtes Polynu- 
kleotid bereitstellen. Es ist kein Verfahren beziehungsweise keine Kartusche beschrieben, 
durch welche(s) eine vollstandige Reaktionsmischung fur die PCR in einem einzigen Arbeits- 

r 

vorgang bereitgestellt werden kknn. 



B$ war die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Einheit und ein Verfahren bereitzustel- 
len, um eine polynukleotidhaltige Reaktionsmischung fur die PCR auf einfache Weise aus 
einer biologischen Probe bereitfcustellen. 



Die vorstehend© Aufgabe wird 
zung zur Durchftihrung einer 
fabren sowie eine Vorrichtung 



\ Erfindung betrifft 



Die vorliegende 
von Reaktionsgexnischen fur 
Kettenreaktion, umfessend 



gemass der vorliegenden Erfindung durch eine, Zusamxnenset- 
chemischen Reaktion, einer Einheit beziehungsweise ein Ver- 
wie in den unabhangigen Anspriichen definiert geJost. 



eine Einheit, vorzugsweise eine Kartusche zur Zubereitung 
cfeieinische Reaktionen, insbesondere fur die Polymerase- 
eirien Einlass und einen Auslass sowie mindestens einen Trager, 
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voizugsweise eine Membran, dadirch gekennzeichnet, dass an mindestens einen Trager eiue 
nachstehend genauer definieite Zusammensetzung in fester Form gebunden ist, welche zur 
Durchfuhrung der chemischen Reakdon erforderliche Substanzen entbalt. 

Die erfindungsgeraSsse Einheit hat den Vorteil, dass in einem einfachen und schnellen Ar- 
beitsvorgang ein Reaktionsgemis :h fur eine chemische Reaktion bereitgestellt werden kann. 
Die zu analysierende Substanz wirdin den Einlass der Einbeit gegeben. Beim Durchtritt 
dutch den in der Einheit befindUehen Trager, bei welchem es sich voizugsweise van. eine 
Membran handelt, wird die Subs anz mit einer nachstehend genauer definierten Zusammen- 
setzung vermischt, welche vorzugsweise an der Unterseite einer Membran bereitgestellt ist. 
Aus dem Auslass der Einheit trit : somit das fertige Reaktionsgemisch aus. Bei der Zusam- 
mensetzung handelt es sich erfindungsgemMss bevorzugt urn ein Lyophilisat. 

Die vorhegende Erfindung ist ni cht auf eine bestiinmte Art von Probenzubereitungseinheit 
emgeschrankt. Grundsatzlich sh id von der vorliegenden Erfindung samtliche Einheiten ura- 
fesst, in welchen eine Probe in I :ontakt mit einem Trager kommen kann, an den eine Zusam- 
mensetzung gebunden ist. Erfm lungsgemass bevorzugt sind Einheiten, die in vertikaler 
Richtung von der Probe durchsYflmt werden kdnnen. Erfindungsgemass besonders bevorzugt 
ist die Einheit eine Kartusche. 

Gemass der vorliegenden Erfin lung ist unter einem Trager jedes feste Material zu verstehen, 
an welches die Zusammensetzvng gebunden werden kann. Beispielsweise kann der Trager 
eine Membran, eine oder mehrere Rugeln oder eine lockere Scbicht sein. Erfindungsgemass 
bevorzugt ist der Trager eine Membran. Unter einer Membran soli gemass der vorliegenden 
Erfindung eine fur Flussigkeiten und Feststoffe wenigstens teildurchlassige Wand oder Diinn- 
schicht zu verstehen sein. Besc nders bevorzugt ist die Membran ein Filter. 

Der Durchtritt der Probe durch die Einheit kann durch Anlegen eines Uberdrucks bezie- 



hungsweise Unterdrucks an dib Einheit beschleunigt werden. Dies kann durch BercitsteUung 
entsprechender 6ffoungeninder Einheit erreicht werden. Soli beispielsweise mit Hillfe von 
T3b2rdrcck-dia^robe schnellei.durch.die Membran gedruckt werden, ist eine Of&raag zum 
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Offiiung kann ein Gerat zur Erzeufeung eines Uberdrucks an die Eiriheit angeschlossen wei 
den. Beispielsweise kann es sich t ei diesem Gerat Tim eine herkSmmliche Pumpe handeln. 
kann aber auch eine Spritze angel racht werden, mit deren Hilfe Luft in die Einheit gedrucl 
werden kann Soli mit Hilfe von I Tnterdxuck die Probe schneller durch die Membran gezoj 
werden, ist eine Offiiung zum An egen eines Unterdrucks im Bereich der Einheit von der 
Membran bis zum Auslass der Einheit bereitzustellen. An diese Offiiung kann ein Gerat zi 
Erzeugung eines Unterdrucks an jiie Einheit angeschlossen werden. Beispielsweise kann e 
sich bei diesem Gerat urn eine hefrkommliche Vakuvimpumpe handeln. Es kann aber auch i 
Spritze angebracht werden, mit deren Hilfe Luft aus der Einheit gezogen werden kann. Di< 
anzulegende Dnickerhohung beaehungsweise Druckerniedrigung kann vom Fachmann le 



bestimmt werden. 



lErfindung 



Gemass der vorliegenden 
zung zu verstehen. Diese enthall 
PGR Polynukleotide. Die Probe 
Pflanzensaft oder eine Shnliche 
sein. 



ist unter einer Probe die zu verarbeitende Zusammens 
im Fall der Zubereitung von Reakuonsgemischen fiir ein« 
kann KoiperflQssigkeit, beispielsweise Blut oder Speichei 
tiologische Quelle oder eine syntbetische Ztisammensetzi 



Ein Reaktionsgemisch fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) enthait beispielsweise n€ 
dem zu amplifizierenden Polyn cddeotid wie DNA das Enzym Polymerase zur Katalysieru 
der Amplifizierungsreaktion, Desoxyribonukleotidtriphospbaie (dNTPs) als Bausteine dei 
synthetisierenden Polynukleotide, Oligonukleotid-Primer zur AuslSsung der Reaktion so\ 
gegebenenfells weitere Stoffe me Puffer. Die herkommliche Zubereitung eines Reaktiom 
misches fur die PCR nimmt aufgrund des sorgfSltigen Abmessens der Mengen der zahlrei 
chen Bestandteile und des Verinischens nicht unerheblich Zeit in Anspiuch. Dieser Zeit- 
Arbeitsaufwand entfallt bei der erfindungsgemassen Einheit und dem erfindungsgemSsse: 
Verfahren. 



Die erfmdnngsgemasse Einhei 
gelagert werden. Sie ist fur den 



.t kann uber einen langen Zeitraum bei Raumtemperatur (2i 
einmaligen Gebrauch vorgesehen. 



Bei bestimmten biologischen Proben wie Blulproben muss vor dem Vermischen mit den 
gen Bestandteilen des Reaktiinsgemisches fur die PCR das PolynuHeotid durch Lyse art 
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Zellen freigesetzt und von den anderen storenden Bestandteilen der biologischen Probe gc 
nigt werden. Dies kann mit Hilfe einer weiteren Ausfuhrungsform der erfindungsgemasse 
Einheit ebenfells in einem Arbeit|schritt auf einfache Weise durchgefuhrt werden. GemSs 
der vorliegenden Erfindung werden bjerfiir in der Einheit zwischen dem Einlass und dem 
Trager, an welchen die Zusammejnsetzung gebunden ist, zusatzlich 1 oder mehrere Memb 
nen oder Trager, vorzugsweise 4 IMembranen bereitgestellt. Diese Trager, vorzugsweise 
Membranen, sind vorzugsweise s o angeordnet, dass sich ihre Porengrosse mit zunehmend 
Entfemung vom Einlass der Einl eit verkleinert. Auf diese Weise kann eine schrittweise A 
trennung immer kleinerer Bestardteile von der Probe erfolgen, ohne dass die Gefahr einei 
Verstopfung einer Membran bes :eht. Eine weitergenende Rehrigung kann erreicht werden 
wenn in einem Zwischenraum *vischen zwei Membranen eine Festkorper absorbierende ! 
stanz wie beispielsweise Aerosil bereitgestellt wirdL 

GemMss einer bevorzugten Aus^uhrungsfonn der vorliegenden Erfindung ist einer der zusi 
lichen Trager so ausgebildet, dajss sich Polynukleotide an ibm binden. Dies kann beispiels- 
se durch Bereitstellung entspreAender funktioneller Gruppen an einer Membran erfolgen. 
Erfindungsgemass bevorzugt warden an einer Membran funktionelle Gruppen bereitgestel 
die eine positive Ladung tragen und/oder ausbilden konnen. Als Beispiel seien Aminogruj 
wie die Diemylaminoethylgrappe genannt. Andere Probenbestandteile konnen dann von d. 
Polynukleonden abgetrennt we: den. Die Polynukleotide werden anschliessend mit Hilfe ei 
Eluiermittels von dem Trager, vorzugsweise der Membran eluiert . Grundsatzlich kann das 
Elniermittel durch den Einlass ider eine beliebige andere in der Einheit vorhandene Offou 
oberhalb des vorstehenden Tragers in die Einheit eingefuhrt werden. Erfindungsgemass be 
vorzugt umfasst die Einheit jec och eine Einheit zur Zuftihrung einer Flussigkeit wie dem 
Eluiermittel. Diese Einheit weist einen Vorratsbehalter auf, in welchem das Eluiennittel ge 



gert ist Der Vorratsbehalter is 

1 



^ vom Innenraum der Einheit durch eine Membran getrennt. 
intakter Membran ist ein Eintrltt des Eluiermittels in die Einheit nicht mdglich. Durch Anl< 
gen eines Unterdrucks kann dxjise Membran zerstort werden, wodurch das Eluiennittel in d 
Einheit gelangt 



Bei d^in.d=rEinhd£ enmdiinBnJ/Tembxsr^handeltes sich erfindungsgemass bevorzug 
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Cellulosederivaten wie Celluloseacetat, beispielsweise Z 
lith, Kunststoffen wie Polyamidei t, beispielsweise Nylon, Polysulfonen Oder halogenierter 
Polyrneren, beispielsweise Polytetrafluorethylen oderPolyvinylchlorid, gefertigt sein. Vox 
zugsweise weisen die in der erfinflungsgemassen Einheit verwendeten Filter Porengrdssen 
einem Bereich von einschliesslic 1 5 fim bis einschliesslich 0,2 pm 7 vorzugsweise 0,3 bis C 
jim auf. AJs Limitierung ist bei einer bevorzugten Ausfuhnmgsform der vorliegenden Erfi 
dung zu beriicksichtigen, dass sich die Porengrosse der verwendeten Filter mit grOsserem 
stand vom Einlass der Einheit graduell verringern soil. 

Der Trager, der zur Bindung voi t Polynukleotiden vorgesehen ist, ist vorzugsweise ein Fil 
nnd muss so ausgebildet sein, dass er Qber Wechselwirkungen mit Polynukleotiden diese ! 
stanzen binden kann. Es kSnned hierfiir beispielsweise ionische Wechselwirkungen oder ^ 
der Waals-Krafte ausgeniitzt wdrden. ErfindungsgemSss bevorzugt werden ionische Wecl 
selwirkungen herangezogen. Popynukleotide sind bei physiologischem pH-Wert negativ g 
dene Molekule. Durch Bereitstellung von funktionellen Gruppen auf einer Membran, wel 
eine positive Ladung besitzen r nd/oder ausbilden konnen, kann die gewiinschte Bindung 
Polynukleotide an die Membraa i erreicht werden. Es konnen hierfiir herkommliche Katior 
Austauscherharze als Material : fir den Filter oder zur ImprSgnierung eines Filters aus einc 
der vorstehend aufgefiibiten Mrterialien verwendet werden. ErfindungsgemSss bevorzugt 
weist diese Membran Aminogmppen wie Diethylaminoethyl-(DEAE)-Gxuppen auf. 

Gemass einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung konnen eine odi 
mehrere der vorstehend bescbiiebenen Membranen oder Trager mit einer Substanz imprS 
gniert sein, welche die Oberflachenspannung von Flussigkeiten. erhohen kann. Dies fiihrt 
nerseits zu einem zusStzlichen Filtereffekt und andererseits zu einem besseren Fliessverbi 
des Reaktionsgemisches. Es kdnnen alle Substanzen eingesetzt werden, die den entsprect 
den Efifekt auf die Oberflachenspannung ausiiben und zur Impragnierung einer Membran 
eignet sind. ErfindungsgemMsi bevorzugt werden hierfiir polymere Siliciumverbindimgec 
verwendet. ErfindungsgemSsJ besonders bevorzugt werden Polydimethylsiloxane wie Di 
ticon® eingesetzt. 
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Fiir den Fall, dass Einheiten zur Xufreinigung der Probe vorhanden sind, umfasst die erfii 
dungsgemSsse Einheit weiterbin linen Abfallbehalter zur Aufhahme der Probenbestandte 

• !• 

die nicht in das Reaktionsgemiscji gelangen sollen. Mit Hilfe einer Regulieremheit wie ei 

i 

Dreiwegehahn kann wahlweise l^ubstanz uber entsprechend bereitgestellte ZufQhrungsleii 
gen in den Abfallbehalter oder in 1 eine Auffangvoirichtung fur das Reaktionsgemisch gele 
werden. 



Wehu eine Lyse erforderlicb ist , 



kann diese wahlweise durch Zugabe eines Lysemittels d 



den Einlass oder eine beliebige andere vorhandene Offmntg der Einheit zur Probe oder du 
Kontaktieren der Probe mit einejr mit Lysemittel impragnierten Membran erfolgen. 

Bei alien Ausfuhrungsfonnen d ar vorliegenden Erfindung kann oberhalb des Einlasses eii 
Kapillare bereitgestellt sein. Da dutch kann ein definiertes Volumen einer fliissigen Probe 
die Einheit eingefuhrt werden. 

Die erfindungsgemasse Einheit kann aus jedem herk&nmlichen fur derartige Einheiten ve 
wendeten Material geferagt seki. Erfindungsgemass bevorzugt ist die Verwendung von G 
als Material fur die Wande derEinheix. 



Die erfindungsgemasse Einhei 



: hat typischerweise eine Grosse von etwa 3 cm. 



Gemass der vorliegenden Erfujidung wird weiterbin ein Verfahren zur Zubereitung von Re 
tionsgemischen fiir chemische Reaktionen, insbesondere fur die Polymerase-Kettenreaktio 
bereitgestellt, umfassend die S chritte: 

a) EinfQhren einer Probe in die Einheit gemass einem der Anspriiche 1 bis 14; 

b) Durchtritt der Probe diirch einen Trager, vorzugsweise eine Membran, an welche ei 
nachstehend genauer definierte Zusammensetzung gebunden ist, die zur Durchmhr 
der chemischen Reakbon erforderiiche Substanzen enthalt, so dass das fertige Realc 
onsgemisch aus dem^uslass der Einheit austritt. 



I 
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dige und arbeitsintensive Herstellung des Reaktionsgemisches mit zahlreichen Mess-, Pipe 
tier-, Verdunnungs- und Mischschritten entf&llt beim erfindungsgemassen Verfabren. Das 
Reaktionsgemisch mit AusnahmtJ der zu analysierenden Polynukleotide wird in Form eine 
Zusammensetzung in fester Form auf einem Trager, vorzugsweise einer Membran bereitg< 
stellt. Vorzugsweise bandelt es sjch bei der Zusammensetzung urn ein Lyophilisat. Diese t 
halt im Fall eines ReaktionsgeiJsches fur die PCR das Enzym DNA-Polymerase zur Kara 
sierung der Amplifizierungsreaktion, Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) als Baust 
der zu syntbetisierenden Polynu deotide 7 Oligonukleotid-Primer zur AuslSsung der Reakti 
sowie gegebenenfells weitere Stoffe wie Puffer. ErfindungsgemSss konnen hierfttr grunds 
lich alle Reaktionsmischungen verwendet werden, die sich lyophilisieren lassen. Als Beisj 
seien die in derUS-5,861,251 ulid US-6,153,412 beschriebenen Zusammensetzungen ge- 
naxmt. 



Eine erfindungsgemSss bevorzugt einsetzbare Zusammensetzung fur eine PCR ist die nac 
folgend beschriebene Mischun^. Diese enthalt eine Polymerase, beispielsweise DNA- 
Polymerase, vorzugsweise Taq -Polymerase. Taq-Polymerase ist eine aus dem Organismu 



Thermos aquaticus stammende 
Polymerase. 



Die Art der verwendeten ] 
Fachmann sind die < 



DNA-Polymerase und ist die am schnellsten amplifizierer 



Polymerase ist abhSngig von der zu amplifizierenden Substanz. 

fur die jeweiligen Targets bekannt 



entsprechenden Polymerasen 



Die Polymerase wird in einer Stamml5sung vorgegeben, welche zusatzlich eine Pufferies 
vorzugsweise Tris-Puffer mit pinem pH-Wert von. 8,3 und Rinderserumalbumin CBS A) ei 
halt. • 

Die StammlBsung wird ansch iessend mit einer Pufferlosung, mindestens einem Alkali- 
und/oder Erdalkalimetallhalo; jenid, den entsprephenden Desoxyribonukleotidtriphosphab 
(dNTPs), mindestens einem T rimer, einem Stabilisator sowie Stoffen zurDetektion des F 
aktionsprodukts und gegebensnfalls weiteren ZusatestofFen versetzt. Die Losung wird an 
schliessend gegebenenfalls xx it Wasser verdiinnt 



l 

EiBPf anfiR7fti t lfi..l»li ir-qg 
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Die Pufferlosuug ist voizugsweis t Tris-PufFer mit einem pH-Wert von 8,3. Daneben entb 
die PufferlSsung vorzugsweise Rinderserumalbranin (BSA) und MgCl 2 . Der PufFerlosunf 
kSnnen zudem zusatzliche Substlnze 



zen wie beispielsweise FicoU zugegeben werden. 



Die Zusammensetzung enthalt ai rnindestens ein MetaUhalogenid MgOb- Daneben kann 
Zusammensetzung weitera Alka i- und/oder ErdaJkaUmetallhalogenide, vorzugsweise Ch 
de, besonders bevorzugt KC1 em halt en. 

Die Zusammensetzung fur die p|cR muss rnindestens einen Primer enthalten. Ein. Primer : 
eine OUgonukleotidsequenz, weiche an das zu amplifizierende Polynukleotid anhaftet un< 
die Arbeit der Polymerase notwmdig ist Im Fall der Amplifizierung voa doppelstrSngige 
DNA sind zwei Primer erfbrder ich. Die Primer sind in AbhSngigkeit von dem zu amplift 
renden Polynukleotid auszuwaiten. Entsprechende Primer sind dem Fachmann bekannt. 1 
findungsgemSss bevorzugt sindlPrimer, die aus Abschnitten der 16SRNA bestehen. 



Die bevorzugte Zusammensetzhng enthalt weiterbin einen Stabilisator. Der Stabilisator st 
lisiert die Polymerase bei der lirophilisation und erm5glicht eine Langzertlagerung der Z 
sammensetzung ohne nennensi rerten Aktivitatsverlust des Enzyms. Die Lyophilisation vc 
Proteinen sowie nierfur verwei idete Stabilisatoren sind bekannt. Der Stabilisator ist fur di< 
Aufrechternamzng der Tertiars ruktur des Proteins wahrend der LyopbiKsation verantworf 
Bekanntlich ist die Tertiarstrul tur eines jeden Proteins unierschiedlicb. Es kann somit nicl 
verlasslich vorhergesagt werd< n, welcber Stabilisator fur welches Protein geeignet ist. Es 
wurde gefunden, dass zur Stat ilisierung von Taq-Polymerase Disaccharide und insbesond 
bevorzugt Trehalose geeignet st Erfindungsgemass bevorzugt enthalt daher eine Zusamit 
setzung mit Taq-Polymerase * Is Enzym ein Disaccharid und vorzugsweise Trehalose. 

Die bevorzugte Zusammensetzung enthalt weiterhin Stofie zur Detektion des Realcttonspn 
dukts. Hierbei handelt es sich urn Substanzen, die durch physikalische Methoden detektier 1 
sind und sich an das amplifizierte Polynukleotid binden oder haften. Durch Detektion der 
Substanz kann-somit die Am^senheit desPolynukleotids ermittelt werden. Herkomnuiche 

^t^m al^ararfe-sjbstenzeiiFarbstofB eingesetzt Als.Beis.mele seien FarbstofS 
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sind hier Fluorescein, Fluoresceinisothiocyanat 
in R6G, Oregon 488, Rhodolgrttn oder FAM aufgefiihr 



ErfindungsgemSss kQnnen jedoch auch Komponenten verwendet werden, die bei der FRE 
(fluorescence resonance energy transfer pair)-Technologie zum Einsatz kommen. Hierbei 
werden zwei unterschiedliche Oligonucleotide, die mit Fluoiphoren veibunden sind und a 
Sensor und Anchor bezeichnet v erden, der PCR-Reaktionsmischung zugegeben. Diese O! 
gonukleotide sind so auszuwShlen, dass sie in raumlicher Nahe zueinander an das amplifi- 
zierte Polynukleotid anhaften k^nnen. Das Anchor-Oligonukleotid ist mit einem als Dono 
Fluorophor bezeichneten Farbstoff verbunden. Wenn die amplifizierte Reaktionsmischunj 
jnit elektromagnetischer Strahluag entsprechender Wellenlange bestrahlt wird, nimrat das 
Donor-Fluorphor die einfallendfe elekrromagnetische Strahlung auf und transferiert diese < 
das in raumlicher Nahe befindli :he Akzeptor-Fluorophor. Das Akzeptor-Fluorophor ist v< 
zugsweise an das Sensor-Oligonukleotid gebunden und erzeugt aufgrund der vom Donor- 
Fluorophor transferierten elektomagnetischen Strahlung eine erfessbare Fluoreszenzemis 
on. Ausfiihrungsformen der FRET-Technologie sind beispielsweise in der US-6, 174,670, 



WO 92/14845 oder der EP-B-0 



870 063 beschrieben. 



Weiterhin kann gemSss der voiliegenden Exfindung der Zusammensetzung Carbopol 940 
gegeben werden, urn oxidative Efiekte zu verhindern/ 

Die Polymerase-StammlSsung. enthaltend die Polymerase, die Pufferlosung sowie Rindei 
serumalbumin, wird mit einer '. > ufferlosung, mindestens einem Alkali- und/oder Eidalkali 
tallhalogenid, mindestens einem Primer, sowie einem Farbstoff (im Fall der Anwendung 
FRET-Technologie mit einem Anchor- und einem Sensor-OligOnukleotid) und sanftem R 
ren vermischt Anschliessend werden die entsprechenden Desoxyribonukleotidtriphospha 
(dNTPs), der Stabilisator sowie gegebenenfalls zusatzliche Komponenten zugegeben. Die 
erhaltene Mischung wird ansc iliessend nach dem Fachmarm bekannten Standard-Method 
lyophilisiert. 



Das so erhaltene 
kein Aktivitatsverlust der 



Lyophilisat sfeichnet sich durch eine hohe Lagerstabilitat aus, Es trht ual 
Pol] unerase auf. 
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Obwohl die Bereitstelluag der Zusammensetzimg in Form eines Lyophilisats die bevorzu^ 
Ausffchruagsform der vorliegenden Erfindung darstellt, konnen jedoch auch aadere dem 
Facbmann bekaante Moglichkeitpa gewahlt werden, urn die vorsteheade Zusammensetzur 
aa den Trager zu binder 

Eine erfindungsgemass besonders bevorzugte Reaktionsmischuag umfasst unter anderem . 
gende Kompoaentea in folgeaden Mengen: 



Komponente 




Menge 


Puflferlosuag axis 50 mM Tris ( 
serumalbumin, 0.5-1.0% Ficol] 


pH=8.3), 0.25 mg/ml Rinder- 
uad 1 mM MgCl 2 


2,0^1 


50mMKCl 




5,0 ill 


200nMdNTP 




2,0 jxl 


Polymerase- Stammldsung (0,4 
Hg/ml Rinderserurn albumin) 


U/10 \il Polymerase, 250 


2,0 nl 


0,5 jjM Primer 1 




1.0 III 


0,5 jiM Primer 2 




1,0 nl 


0,2 hM Sensor-Oligonukleotic 




0,2 nl 


0,4 |a.M Anchor-Oligonukleoti 


1 


0,4 Hi 


l,0mMMgCl 2 




0,8 Ml 


Trehalose 




8% (w/v) 



Wahrend des Durchtritts der Probe durch vorzugsweise die Membraa wird die besoaders b 

vorzugt anjli^Unt^^ befmdlichs Zxisammensetzung voa derProbenflus- 
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emisch 



Besfandteile 



aus, das neben dem zu amplifizierenden und zu unte 
der Zusammensetzung umfasst. 



Der Durchtritt der Probe durch dip Membran kann beschleunigt werden, indem man an der 
vom Auslass abgewandten Seite der Membran Oberdmck anlegt oder an der dem Auslass 
zugewandten Seite der Membran Unterdruck anlegt. Dies kann durch die vorstehend be- 
schriebenen Massnahmen dnrchgefuhrt werden. 

Das vorstehend beschriebene einfache Verfahien kann nur mit Proben durchgefShrt werde 
bei denen weder eine Lyse von Zellen zur Freisetzung von Poiynukleotiden noch eine Ren 
gimg der Probe erforderlich ist. Bei der deutlichen Mehrzahl von biologischen Proben sine 
aber die vorstehend genannten Sjchritte erforderlich. GemUss einer bevorzugten Ausfuhrun 
form der vorliegenden Erfindung umfasst daher das erfindungsgemasse Verfahien zwisch* 
den Schritten a) und b) als zusatjdiche Schritte 
al) eine Lyse von .Zellen in aer Probe 

a2) die Trennung der Polymjkleotide von anderen Proberibestandteilen. 



Die Lyse von Zellen kann 
gefiihrt werden. Gemass einer 
Lysemirtel zur in der 
ausgehend vom Einlass weist 
konnen. Andererseits konnen 
Membran gelangen. 



nach(herk6mmlichen Verfahren aus dem Stand der Technik dm 
J Liisfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird hierfiir 
Einheit bsfindlichen Probe gegeben. Die erste Membran in der Einto 
eine deranige PorengrSsse auf, dass Zellen nicht hindurehtr 
dfe durch die Lyse der Zellen erhaltlichen Teilchen durch dj 



Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung besteht darin, dass der Schritt 
Lyse dadurch erfolgt, dass die erste Membran in der Einheit ausgehend vom Einlass mit € 
nem Lysemittel impragniert ist Wenn die zellhaltige Probe mit der Membran in Kontakt 
kommt, wird die Lyse der Zellen ausgelOst. 



Herkommliche und fur die 
spielsweise dn Detergens. 
Natriumdodecylsulfat 
tel. Als erfindungsgemass 



vofliegende Erfindung verwendbare Lysemitiel umfassen bei- 
anionische Detergeniien wie N-Lauroylsarcosin od 
Weiterhin verwendbar sind enzymatische Lyse 
be\|orzugtes Beispiel hierfiir ist Proteinase K genannt Nicht gc 



Es konnen i 



verwendet werden. 



Fmof an**7Ai t IS. .lull ifi^ft 



P3ST002EP / IS. 07. 03 



14 



PBSTOO2EP-O300291 



net fur das errlndungsgemasse V« rfahren sind jedoch Lysemittel mit Bestandteilen, welch 
die nachfolgende chemische Real lion und Detektion stdren. Beispielsweise st6ren Chelat- 
bildner eine nachfolgende PCR und deren Auswertung. Bei der Zubereitung von Reaktibn 
gemischen ftir die PCR sind daher Lysemittel mit chelatisierenden Bestandteilen zu verxne 
den. Die Menge an Lysemittel ist abhangig von der im Prqbenvolumen enthaltenen Meng« 
Zellen. Erfindungsgemass bevorsugt wird eine Menge von 1-10 ul Lysemittel bereitgestel 

Bei dem erfindungsgemassen Verfahren durchlauft die Probe in der Einheit in Abhangigb 
von der Beschaffenheit der Prob e and den Anforderungen an die Reinheit des bereitzustel: 
den Reaktionsgemisches mehreje zusatzliche Membranen oder Trager. Wie vorstehend be 
schrieben werden hierfur in der Einheit zwischen dem Einlass und dem Trager, an welche 
Zusammensetzung gebunden ist, zusatzlich 1 oder mehrere Membranen oder Trager, vor- 
zugsweise 4 Membranen bexeitgestellt Diese Membranen oder Trager sind vorzugsweise 
angeordnet, dass sich ihre Porei igrosse mit zunehmender Entfernung vom Einlass der Einl 
verkleinert. Auf diese Weise ka an eine schrittweise Abtrennnng immer kleinerer Bestandt. 
von der Probe erfolgen, ohne dass die Gefahr einer Verstopfung einer Membran besteht E 
PorengrSsse und Beschaffenheit der Membranen ist vorstehend beschrieben. 

Aufgrund des Durchtritts dure! die verschiedenen Membranen oder Trager wird ein zuneh 
mender Reinheitsgrad der in de r Probe befindlichen Polynukleoride erreicht Durch die erf 
dungsgemasse Anordnung vorj| Membranen oder Tragem bedarf es beim erfindungsgemas; 
Verrahren im Gegensatz zu deji herkommlichen Verfahren aus dem Stand der Technik keii 
Waschschritte. Die Zugabe von WaschlBsungen beinhaltet neben dem zusatzlichen Arbeit? 
aufwand grundsatzlich die Geiabr einer Kontamination des resultierenden Reaktionsgemi- 
sches. Derartige Schritte werd sn daher erfindungsgemass vennieden. 

Eine weitergehende Reinigung kann erreicht werden, wenn in einem Zwischenraum zwiscl 
zwei Membranen eine Festkoaper absorbierende Snbstanz wie beispielsweise Aerosil berei 
gestellt wird. Auf diese Weisci kennenBestandteile wie das Hamoglobin aus einer Slutprol 
entfemt werden, ohne dass es zu einer Verstopfung eines Filters kommt. Erfindungsgemass 

h^rztr^im^^o^rpc^oibie^ndQ Subsianzswischen den ersten.beidenMembra 
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GemSss einer bevorzugten Ausfu mmgsfonn der vorliegenden Erfindung konnen wie vorste- 
hend beschrieben eine oder mebr ire der vorstehend beschriebenen Membranen oder Trager 
mit einer Substanzimpragniert sein, welche die Oberflachenspannung von Flttssigkeiten er- 
hohen kann. Dies fuhrt einerseits zu einem zusatzlichen Filtereffekt und andererseits zu einem 
besseren Fliessverhalten des Rea stionsgemisches. Es k5nnen aUe Substanzen eingesetzt wer- 
den, die den entsprechenden Effekt anf die Oberflachenspannung ausuben und zur Impragnie- 
rung einer Membian geeignet siiid. Erfindungsgemass bevorzugt werden hierfur polymeie 
Siiiciumverbindungea verwendet. Erfindungsgemass besonders bevorzugt werden Polydime- 
ihylsiloxane wie Dimeticon® ei lgesetzt Dimeticon® ist eine als Arzneimitxel im Handel er- 
haltlicber Substanz gegen Mage lbeschwerden. Es hat die chemische Formel 



(CH 3 ) 3 Si- 



; bevorzugten 



TiSger, 



GemSss einer besonders 
der Schritt der Trennung 
bringen der Probe mit einem 
iynukleotiden Vorgesehen ist I^ie 
ISutert worden. Erfindungs; 
reitungsbedingungen negativ 
leu Gruppen auf der Membran. 
konnen, an die Membran 
Austauscherharze als Material 
der vorstehend aufgefuhrten 
weist diese Membran Aminogrupp* 



gebniden 



Die anderen Probenbestandteije. 
Membran und werden so von 
Gemass einer 

diese Membran gebuadenen 
der Polynukleotide 



bevorzugten AusfiShrungsfo: 



CH, 



O O -Si(CK) 



i 

CH 
u_ - — » n 



Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst 
der Pqlynukleotide von anderen Probenbestandteilen das in Kontakt 
; vorzugsweise einer Membran, die zur Bindung von Po- 
Beschaffenheit dieser Membran ist vorstehend bereits er- 
ass bevorzugt werden die unter den erfindungsgemassen Zube- 
g sladenen Polynukleotide durch Bereitstellung von fiinktionel- 
welche eine positive Ladung besitzen und/oder ausbilden 

, Es kSnnen hierfur herkommliche Kationen- 
fvir den Filter oder zur Impragnierung eines Filters aus einem 
Materialien verwendet werden, Erfindungsgemass bevorzugt 
en wie Die1hylarninoethyl-(DEAE)*Gruppen auf. 



, welche nicht an diese Membran binden, treten durch die 
ien an die Membran gebundenen Polynukleotiden getrennt 

»rm der vorliegenden Erfindung werden die nicht an 
ijrobenbestandteile in einen Abfallbehalter geleitet, Unterhalb 
bindenden Membran ist eine Reguliereinheit wie ein Dreiwegehahn be- 
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der Probe in die Einheit so eingestellt, dass er durch 
r Ieitet. 



Nach Durchtritt der Probe duich 



iie Polynukleotide bindenden Membran und deren Leitu 



in den AbfallbehSlter werden die Polynukleotide gemass dieser bevorzugten Ausfuhrungs 
form der vorliegenden Erfindung von der Membran eluiert Hierzu wird ein Eluiermittcl a 
die Membran gebxacht. GrundsS zlich kann das Eluiermittel dutch den Einlass oder eine h 
liebige andere oberhalb des vors shenden TrSgers vorhandene Offhung in die Einheit eing 
fuhrt werden. Wie vorstehend ai sgefuhtt ist es jedoch erfindungsgemass bevorzugt, das E 
iennittel in einem Vorratsbebiilt a: einet Einheit zur Zufuhrung einer Flussigkeii aufzubew 
ren und dutch ZerstSren einer Membran durch Anlegen von Unterdruck in die Einheit ein 
fuhren. 

Erfindungsgemass kfinnenherkpmmUche Eluiermittel eingesetzt werden. Die Wahl des E 
iermittels ist von der Beschaffenhek der Polynukleotide bindenden Membran abhangig un 
kann vom Fachmann routinemSssig durchgefuhrt werden. Nicht geeignet fur das erfmdunj 
gemSsse Verrahren sind jedoch Eluiermittel mit Bestandteilen, welche die nachfolgende cl 
mische Reaktion und Detektiot stolen. Beispielsweise stdtend Chelatbildner eine nachfolj 
de PCR und deren Auswertung Bei der Zubereitung von Reaktionsgemischen fur die PCF 
sind daher Eluiermittel mit chejatisierenden Bestandteilen zu venneiden. Erfindungsgemaj 
bevorzugt wird eine Hochsalzl jsung als Eluiermittel eingesetzt. Unter einer Hochsalzlosu, 
wird gemass der vorliegenden Erfindung eine etwa 0,7-2 M Salzlosung verstanden. Bevor 
sind jedoch 0,9- 1,8 M SalzlSs ingen als Eluiermittel, Vorzugsweise weist das erfindongsg 
masse Eluiermittel einen pH^ert von 8,0 bis 8,5 au£ der durch Einstellung mit beispielsv 
se einem AlkaBmetallhydroxic ; wie Natronlauge erreicht werden kann. Die Menge an Erai< 
mittel ist abhangig von der im Probenvolumen enthaltenen Menge an Polynukleotiden. Erf 
dungsgemass bevorzugt wird L Vorratsbehalter eine Menge von 0,1-1,5 ul Eluiermittel b< 
reitgestellt. 

Beidemer&dungsgemassenjv-erfahren dieser Ausfiihrungsform wird nach dem Durchtriti 

dcrJibngOTobe^ di^PoIynuldeotide bindendc Membran die Reguliere 
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eine entsprechende Auffangvorrichtung geleitet wird. Gemass einer bevorzugien Ausfuh- 
rungsfonn der Einheit mit Vorraltebebaiter fur das Eluiermittel wird Unterdruck angelegt und 
somit die Membran der Einheit z k Zufiihrung des Eluiermittels zersttfrt Alternativ wird das 
Eluiennittel dutch den Einlass der Einheit in die Einheit gegeben. Das Eluiermittel gelangt 
auf die Polynukleotide bindende jMembran und eluiert die Polynukleotide von dieser Mem- 
bran, 



Das die Polynukleotide 
an welchen die 
mensetzung in das Eluat und 



enthaltende Eluat tritt durch den Trager, vorzugsweise die Membran, 
ist. Es kommt zu einer Aufiiahme der Zusam- 
sorhit zur Bildung des fertigen Reaktionsgemisches. 



Zusammensetzung gebunden 



Das ferage Reaktionsgemisch 
und wird in einer geeigneten Ai 
dass die OfBaung zum 
tig veischlossen wird, urn einen 
venneiden. 



nitt< 



xffans 



durch den Auslass aus der erfindungsgemassen Einheit aus 
gvorrichtung aufgefangen. Es ist hierbei zu beachten, 
Anlegen ^ines Unterdrucks, falls ein solcher angelegt wurde, rechtzei- 
Durchtritt des Reakiionsgemisches durch diese Offtiung zu 



Der gesaxnte Zubereitungsvorgang des erfindungsgemassen Verfahrens ist somit sehr schnell 
und wenig aibeitsaufwendig. Typischerweise ist nach 3-5 Minuten das fertige Reaktionsge- 
misch bereitgestellt Da der gesjamte Vorgang in einer Vorrichtung durchgefuhit wird, besteht 
beim erfindungsgemassen Veriahren nur ein geringes Kontaminierungsrisiko. 

Mit der erfindungsgemassen Einheit und dexn erfindungsgemassen Verfahren konnen auch 
geringe Probenvolumina verarbeitet werden. Das fertige Reaktionsgemisch kann typischer- 
weise ein Volumen von etwa 1 nl bis 2 nl aufweisen. Selbstverstandlich konnen jedoch auch 
grSssere Probenvolumina veratbeitet werden, gegebenenfalls unter Anpassung der vorstehend 
genannten Mengen an erforderlichem Eluiennittel und Lysemittel. 



Die erfindungsgemasse Einheit 
automafisierte Zubereitung von 



eignet sich aufgrund der einfachen Bedienung auch fur eine 
Reaktionsgemischen. 



EmPfangszeit l5Juli 16:36 
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Die vorliegende Erfindung betrifi : weiterhin eine Vomchtuixg zur Zubereiiung von Reakt 
onsmischungen fur chemische Rejaktionen, insbesondere fur die Polymerase-KetteiureaktL 
umfassend 

a) mindestens eine voxstehend beschriebene Einheit; 

b) mindestens eine Reaktion s voirichtung, welche tiber eine Offiiung mit dem Auslasj 
einer Einheit in Verbindu ig steht und nach dem Befiillen mit einem Reaktionsgen 
von der Probenzubereitui gsvorrichtuiig getrennt warden kann. 



AusfGhrungsfor 



Gemass einer bevorzugten 
beispielsweise Kartuschen in ei 
beispielsweise inn einen Koiper 
Einheit ist Ober ihren Auslass 
Weise konnen beispielsweise 
Negativprobe zubereitet werdenl. 



>nn werden mehrexe, beispielsweise 3 Einhehen 
GebSuse bereitgestellt. Bei dem Gehanse kann es sid 
aus Kunststoff wie einem Polycarbonatblock bandeln. Jei 
einer separaten Auffarigvonichtung verbunden. Auf die 
gleichzeitig ein Reaktionsgemisch, eine Positivprobe und ei 



eiriem < 



mit 



Die aus den Einhehen austretenden Ldsungen gelangen in eine oder mehrere Reaktionsvo 
richtungen. Reaktionsvorrichtu igen sind gemass der vorliegenden Erfindung Vonichtmig 
welche zur Durchfiihrung einer chemischen Reaktion wie der PCR und vorteilhaft auch zi 
DurchfOhrung einer anschliessdnden Auswertung geeignet sind. Derartige Reaktionsvorri< 
tungen sind beispielsweise fur lie PCR beschrieben. Es wird diesbeziiglich auf die US- 
5,589,136, US-5,639,423 und die US-5,958,349 verwiesen, deren entsprechender Inhalt fc 
mit ausdiiicklich in die vorlieg aide Anmeldung aufgenoromen wird. Eine weitere geeigne 
Reaktionsvomchtung ist in de* WO 03/019158 beschrieben, deren diesbezugUcher Inhalt 
biermit durch Bezugnahme ausdriicklich eingefiigt wird, 

Gem§ss der vorliegenden Erfindung ist die Vorrichtung so ausgestaltet, dass die Einheit v, 
der Reaktionsvomchtung getr innt werden kann. Eine Ausgestaltung erlaubt die Entnahme 
Reaktionsvomchtung aus der ProbenaxOjereitungsvomchtung. Die Reaktionsvomchtung \ 
iiber die Einheit befullt, anscMiessend entnommen und in ein GerSt zur Durchfuhrung und 
gegebenenfalls Auswertung einer chemischen Reaktion wie einer PCR uberfuhrt. Eine altc 
native Assgcsialinng edauht ke Trennung der Einheit von der restlichen Vorrichtung. In ( 
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die Einheit befiult wird. Anschliessend wird die Einheit von der Reaktionsvorrichtung ge- 
trennt. 

Die vorliegen.de Erfindung wird nachstehend anhanri von nicht einschrankenden Zeichnungen 
und Beispielen veranscnaulicht. Es zeigen: 



Fig.l 
Fig. 2 
Fig. 3 



: Ausfuhaungsfi 



eine erste 
eine zweite 
eine Ausfuhrungsjf< 



form der erfindungsgemassen Einheit 
Ausfulhrungsform der erfindungsgemassen Einheit 

brm der erfindungsgemassen Probenzubereitungsvonichtung 



In Fig. 1 ist eine ersten Ausfuhn ingsform der erfindungsgemassen Einheit in Form einer 
Kartusche gezeigt. Es handelt si ;h hierbei um eine Kartusche zur Zubereitung eines Reakti- 
onsgemisches ohne Lyse- oder Reinigungsscbritte. Die Kartusche (1) weist einen Einlass (2) 
und einen Auslass (3) auf. In der Kartusche (1) ist eine Membran (4) vorhanden, an welche 
die Zusammensetzung, vorzugs veise das Lyophilisat, gebunden ist. ZusStzIich besitzt die 
Kartusche (1) eine Ofmung (5) zum Anlegen eines Unterdrucks. Beispielsweise kann an die 
Of&ung (5) ein Schlauch einer Vakuumpumpe angeschlossen werden. Eine Probe wird durch 
den Einlass (2) in die Kartuschj (1) gegeben. Die Probe tritt durch die Membran (4) und ver- 
mengt sich hierbei mit der Zusj mmensetzung. Anschliessend tritt das fertige Reaktionsge- 
misch durch den Auslass (3) aus und gelangt in die Auffangvorrichtung (6). 

In Fig. 2 ist eine Ausfuhrungsf >rm der erfindungsgemassen Einheit in Form einer Kartusche 
(1) gezeigt, welche zusatzliche Einrichtungen zur Lyse und Reinigung einer Probe aufweist. 
Oberhalb des Einlasses (2) der Kartusche (1) ist eine Kapillare (7) optional vorgesehen, um 
die EinfDhrung definierter Volamina in die Kartusche (1) zu ennoglichen. 

Die Probe gelangt zunachst auf einen Filter (8) mit einer Porengrosse, welche den Durchtritt 
intakter Zellen nicht erlaubt Es wird nun eine Lyse der Probe durchgefuhrt. Dies kann entwe- 
der durch Zugabe eines Lysenrittels durch den Einlass (2) oder durch Bereitstellung eines mit 
Lysemittels impragnierten Fil ers (8) erreicht werden. 

Die lysierte Probe tritt anschliessend durch den Filter (9), der mit einem kleineren Poren- 
durchmesser versehen ist als filter (8). Werden Volumina tiber 1 ml verarbeitet, so kann op- 
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tional im Zwischenraum zwischem 
stanz bereitgestellt werden. Die 
(10) ist em Polynukleotide 
Die Polynukleotide binden an 
durch den Filter (10) diingen unc i 
Der Dreiwegehahn (14) ist so 
in den Abfallbehalter (15) geleiti 
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den Filtern (8) und (9) eine Festkdrper absorbierende Sub- 
Fittssigkeit gelangt so weiter auf den Filter (10). Der Filter 
bindemder Filter, der wie vorstehend beschrieben ausgestalter ist. 
den Filter (10), wahrend die restlichen Probenbestandteile 

durch den Filter (11) in den Abfallbehalter (15) gelangen. 
eingestellt, dass die die Kartusche (1) durchlaufende Substanz 
wird. 



Ct* 



Anscbliessend wird der Dreiwegehahn (14) so eingestellt, dass nun die Kartusche (1) durch- 
laufende Substanz in die AufifanUorrichtung (6) geleitet wird. Es wird uber die Ofthung (5) 
ein Unterdruck an die Kartusche (1) angelegt, welcher die Membran (12) der Zufuhreinheit 
zerstSrt. Aus dem Vorratsbehalt ar (13) gelangt nun Eluiennittel in die Kartusche (1). Das 
Elmermittel eluiert die Polynuk eotide von dem Filter (10). Der Filter (10) kann zusatzlich mit 
einer die Oberflachenspannung erhohenden Substanz wie einem Polysilan, beispielsweise 
Dimeticon®, impragniert sein. Durch diese Impragnierung wird einerseits ein zusatzlicher 
Filtereffekt erreicht. Andererseits wird das Impragniermittel vom Eluat aufgenommen. Das 
ruhrc dazu, dass das fertige Rea ctionsgemisch eine bessere Gangigkeit in Flussigkeitskanalen 
aufweist. 

Das die Polynukleotide enthalt >nde Eluat trite durch den Filter (1 1) und gelangt auf die Mem- 
bran (4), an welche die Zusammensetzung gebunden ist. Beim Durchtritt durch die Membran 
(4) nimrnt das Eluat die Zusammensetzung auf, wodurch das fertige Reaktionsgemisch gebil- 
det wird. An die Offimng (5) s >llte nun kein Unterdruck mebx angelegt sein, urn ein Durch- 
treten der Reaktionsgemisches durch die Offcung (5)zu vermeiden. Das Reaktionsgemisch 
tritt schliesslich durch den Auj lass (3) und gelangt in die Auffangvorrichtung (6). 

In Fig. 3 ist eine Ausfuhrungs 
gezeigt. In einem Korper (17). 



bim einer erfindungsgemassen Probenzubereitungsvorrichtung 
beispielsweise einem Block aus Polycarbonat, sind drei Ein- 
heiten wie beispielsweise Karjuschen (1) angeordnet. Diese sind mit einer Reaktionsvorricb- 
timg- (16) derart verbunden, ds ss das aus den jeweiUgen Kartuschen (1) austretende Reakti- 
onsg^aniscbJiher Leitemgari^ar^^ (16) 2a&efiihrt 
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ssend werden die Kartuschen (1) And det K5tper (17) von der Reaktionsvomchtung (16) ge- 
trennt. Im vorliegenden Fall wird die Reaktionsvomchtung (16) entnommen und in ein Gerat 
zui DurcbfShrung und Auswertux g einer chemischen Reaktion uberfuhrt. Wie vorstehend 
ausgefuhrt kann gemass einer anderen Ausfuhrungsform die Reaktionsvorrichtung (16) be- 
xeits wahrend des BefQllens im Gerat zur Durchfuhrung und Auswertung einer chemischen 
Reaktion angeordnet sein. In dies em Fall werden nach dem Zubereiten der Reaktionsmi- 
schungen die Kartuschen (1) und der Korper (17) von der Reaktionsvorrichtung (16) abge- 
nommen. 

Mit der vorliegenden Erfindung cSnnen Reaktionsgemische fur chemische Reaktionen auf 
einfache Weise zubereitet werden. Insbesondere ist das System als Bestandteil der Durchfuh- 
rung von chemischen Reaktionen geeignet, bed denen kontrollierte Temperaturcyclen durch- 
laufen werden mfissen. Ein Beispiel fur eine derartige Reaktion ist die einleitend bescbriebene 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). 

Mit der vorliegenden Erfindung wird somit die Durchfuhrung von Verfahren erleichtert, mit 
denen zwischen unterscbiedlicl en in einer Reakuonsmischung befindlichen Polymikieotiden 
(DNA Oder KNA) differenziert werden soil oder verschiedene Mutationen in Polymikieotiden 
mit dem erfindungsgemSssen System nachgewiesen werden sollen. Somit kann das erfin- 
dungsgemasse System zum Na :hweis von Protozoen, Pilzen, Bakterien, Viren oder be- 
stimmtenDNA-Mutationen eingesetzt werden. Neben der Diagnose vonKrankheiten oder 
Veranlagungen fiir Krankheiten kann das erfindungsgemSsse System somit auch fiir das Ge- 
biet der Phannacogenomics venvendet werden, dJi. der individuell nach der genetischen Ver- 
aniagung des Patienten ausgelegten Therapie, beziebungsweise fur Phytochemie, VeterinSr- 
medizin, Veterinarbiochemie, [Niikrobiologie oder allgemein flir Gebiete, bei denen Polynu- 
kleotidanalytik betrieben werden muss. 



urn 



Beispiel 1 

Es wurden 500 yl Vollblut in 
sStzlich mit EDTA versetzt, 
Das Vollblut wurde zur 
0.5 jim) gesaugt. Dann wurdc 
zweite Reinigungsstufe gefiihrt 



die erfindungsgemasse Kartusche getropft Das Blut war zu- 
die Gerinnungskaskade und eine Proteolyse zu verhindem. 
der grobsten Partilcel durch einen Vorfilter (Durchmesser 
die Probe durch einen Nylonfilter (Durchmesser 0.5 jim) als 
Das Blut gelangte anschliessend fiber eine Membran (DEAE- 



Entfejrnung 
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Membran / Hibond), die auf der UTnterseite mit einer Dimeticon-Losung impragniert war 
vierten Filter, einem Benetzungsfilter. Nach Passage des Blutes wurde der Hahn von der 
Stellung ,,-waste" auf die Stellung chip" gedreht. Gleichzeitig wurde das Vakuum erhoht, 
die Membrane mit dem HochsaHPuffer (1 M NaCl) platzte. Dieser Puffer gelangte auf d 
Benetzungsfilter und riss nun die Nukleinsauren von der Membran weg und fiihrte diese 
durch einen zweiten Kanal iiber einen porQsen Hartfilter, auf dessen Unterseite das Lyop 
sat gebunden war. Das Lyophilisat hatte die vorstehend fur die Reaktionsl6sung beschri* 
Zusammensetzung und war aus < lieser durch herkommliche Lyopbilisiermethoden erhalt 
worden. Die Menge an Lyophilipat wurde derart gewahlt, dass nach Benetzung eine End 
zentration an Primer von 0.5 uniol/1, an Anker- und Sensor-Sonden von 0.2-0.4 umol/1, i 
Magnesiumchlorid zwischen 1-5 mmol/1, an dNTP, dUTP-UDG entsprechend nach Prot 
stellung (ca. 2 mmol/1), an Polymerase AmpliTaq Gold (5U) von 7 ul), sowie 8% Trehal 
oderMannose, 1.3% Carbopol 940, 1% Tween20 erhalten wurden. Nach Durchfluss dei 
sung in den Mikrochip geralss . ier WO 03/019158 (oder ein anderes Analysesystem) wa 
Losung nun bereit fur eine PCB -Analytik. 

Beispiel 2 J 

Analog zu Beispiel 1 wurde Vollblut in die erfindungsgemasse Kartusche getropft Ansc 
ssend wurde die Kartusche verichlossen und wahrend 5 Minuten auf 95°C erhitzt und fu 
Minuten um die eigene Achse zentrifugiert. Anschliessend wurde eine Vakuum angelegt 
vom Blutkuchen getrennte Plasma konnte ohne Hochsalzlosung direkt uberden Benetzu: 
filter und den Hartfilter mit dent darauf befindlichen Lyopbilisat gefuhrt werden. Nach 
Durchfluss der Losung in den Mikrochip gemass der WO 03/0191 58 (oder ein anderes A 
sesystem) war die Ldsung nun bereit fur eine PCR-Analytik. 

Beispiel 3 

Die Vollblutprobe wurde zunichst fur 10 Minuten bei 2500 U/min zentrifugiert. 300 ul d 
gewonnenen Blutplasmas wurden einmal mit EDTA versetzt und in die erfindungsgemas 
Kartusche getropft, und ein anderes Mai direkt in die erfindungsgemasse Kartusche getrc 
Die Probe durchlief die in Beispiel 1 beschriebenen Filter, wobei eine Grobreinigung nic. 
m^r_snbEdedkh. mc&te Probe konnie ohna HoclisaM5sung.direlct iiber den Benetzun; 



x5^uhrr^.^rd2s^I''!aGh. 
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Durchfluss der Losung in 
sesystem) war die Losung nun 



dea Microchip gemass der WO 03/019158 (oder ein anderes Analy- 
bereit fur eine PCR-Analytik. 



Beispiel 4 
Analog zu Beispiel 2 wurde statt 
PCR-Analytik zugefuhrt. 
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einer Vollblutprobe eine Urinprobe verarbeitet und einer 



Beispiel 5 

Die gemass Beispiel 1 bis 4 erhaWn Proben wurden wie in der WO 03/019158 beschrieben 
einer herkonunlichen PCR-Reaktion unterzogen und ausgewertet. Es wurden sehr zuverlassi- 
ge und genaue Charakterisierungen von Polynukleotiden erhalten. 
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Patentanspruche 

1 . Zusammensetzung, voizu gsweise Lyophilisat, zur Durchfuhrung chemischer Reala 
nen, insbesondere ftir die Polymerase-Kettenreciktioi^ enthaltend 

i) eine Losung umfa ssend eine Polymerase, vorzugsweise DNA-Polymerase, : 
besondere Taq-Polymerase; 

ii) MgCl 2 sowie geg* benenfalls mindestens ein weiteres Alkali- und/oder Erda: 
fcalimetallhalogeDid, voizugsweise KCL; 

iii) Desoxjaibonukleondtriphosphate (dNTPs); 

iv) mindestens einen vorzugsweise zwei Primer, 

v) einen Stabilisatoi , vorzugsweise ein Disaccharid, insbesondere Trehalose; 

vi) Stofife zur Detekt ion des Reaktionsprodukts; und 

vii) gegebenenfalls weitere Zusatzstofie. 



tektion des 
ein Anchor- und ein 



Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Stoffe zur I 
Reaktionspn >dukts Fhioreszenzferbstoffe sind, die vorzugsweise an jew 
Setjsor-Oligonukleotid gebunden sind. 



Einheit, vorzugsweise Kartusche, zur Zubereitung von Reaktionsgemischen ftir che 
sche Reaktionen, insbesondere far die Polymerase-Kettenreaktion, umfassend einex 
Einlass und einen Aushss sowie mindestens einen Trager, vorzugsweise eine Mem 
bran, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

an mindestens einen Tr iger die Zusammensetzung gemass Anspruch 1, vomtgswei 
als Lyophilisat, gebundfen ist. 



Einheit nach Anspruch 
gen von Uberdruck 



oder 



3, dadurch gekennzeichnet, dass eine Vonichtung zum Ank 
Unterdruck bereitgestellt ist. 



Einheit nach einem dej Anspriiche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass oberhalfc 

dec Badasses' dins K^mllazg angebracbt ist. 
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6. Einheit nach einem der AasprOche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen 
dem Einlass und dem TrSger, an welchen die Zusamxnensetzung gemass einem der 
Anspriicbe 1 oder 2 gebunjden ist, eine oder mehxere zusatzliche Membranen oder Tra- 
ger, vorzugsweise 4 zus&t diche Membranen vorhanden sind. 

7. Einheit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein zusatzlicher 
TiSger, vorzugsweise eine Membran, so ausgebildet ist, vorzugsweise durch Bereit- 
stellung von Diethylaminpethylgruppen, dass Polynukleotide daran gebunden werden 
konnen. 

8. Einheit nach Anspruch 7l dadurch gekennzeichnet, dass die zusatzliche Membran mit 
einem die Oberfiachenspannung einer Flussigkeit erhdhenden Substanz, vorzugsweise 
einem Polydimethylsiloxan, impragniert isL 



Einheit nach einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass in einem 
Raurn zwischen zwei M smbranen eine Feststoffe absorbierende Substanz, vorzugs- 
weise Aerosil, bereitges :ellt ist. 

Einheit nach einem der Lnspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die dem 
Einlass am n&chsten be; indliche zusatzliche Membran mit einem Lysemittel impra- 



gniert ist. 

Einheit nach einem der 
den zum Binden von 
rung einer Fltissigkeit, 



AnsprQche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass oberhalb 
Polynukleotiden vorgesehenen Trager eine Einheit zur Zufuh- 
vorzugsweise eine Eluiermittels, bereitgestellt ist 



Einheit nach Anspruch 
einer FHissigkeit durcl 
lassig 



1 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Einheit zur Zufilhrung 
eine Membran, welche durch Anlegen von Unterdruck durch- 
vom Innenraum der Einheit getrennt ist. 



i gemacht werdei lcann, 



Verfahren zur Zubereicung von Reaktionsgemischen fur chemische Reaktionen, insbe- 

sondere fur die Polymerase-Keitenreaktion, umfassend die Schritte: 

a) Einfiihren einer Probe in die Einheit gemass einem der Anspriiche 3 bis 12; 
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15- 



16. 



17. 



19. 
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eine Zusammensetzun 



b) Durchtritt der Probe di rch einen Trager, vorzugsweise eine Membran, an we 



dass das fertige Reaktionsgemisch aus dem Auslass der Einheit austritt. 



gemSss einem der Anspruche 1 oder 2 gebuuden ist, 



Verfehren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen den Scbril 
und b) als zusatzliche Schritte 

eine Lyse von Zel en in der Probe 

die Trennung der Polynucleotide von anderen Probenbestandteilen 



al) 
a2) 

durchgefuhrt werden. 



J 



Verfehren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt al) dure! 
Kontakt bringen der Probe mit einer mit Lysemittel impragnierten Membran erfc 

Verfehren nach einem dijr Anspruche 14 oder 1 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
Schritt al) das Binden dlr Polynukleotide an eine Membran, die Abtrennung der 
gen Probenbestandteile jnd das anschliessende Eluieren der Polynukleotide von 
Membran mit Hilfe eine 5 Eluiermittels, vorzugsweise einer Hochsalzlosung, wel 
keine chelatbildenden S ibstanzen enthalt, umfesst. 

Verfehren nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass be 
Schritt a2) die Probe dujrch 1 oder mehrexe Membranen, vorzugsweise 4 Membn 
geleitet wird. 



18. Verfehren nach einem der Anspruche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass b« 
Schritt a2) die Probe durch eine Feststoffe absorbierende Substanz geleitet wird. 



Vorrichtung zur Zubereitung von Reaktionsmischungen fur chemische Reaktionc 
insbesondere fur die Polymerase-Kettenreakrion, umfassend 

a) mindestens eine, vorzugsweise drei Einheiten, vorzugsweise Kartuschen, 
mass einem det Anspruche 3 bis 12; 

b) mmdestsna eu e. Reakuonsvomcbtung, welche tiber eine Offeung mit dei 
-JiaE^sMg &nTfrrTi r es^tmsLSisla. andrirah dw« R^IW mir sin 
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23. 



25. 



Reaktionsgemisch 
kann. 



+41-71-9139556 



T-949 P. 028/039 F-397 



27 



PBST002EP-03002S1 



von der Probenzubereitungsvorrichtung getrennt werden 



Vomchrungnach Anspru<;h 19, dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine 
Reaktionsvorrichtung nacn dem Befiillen xnit einem Reaktionsgemisch axis der Pro- 
benzubereitungsvorrichtu] lg entnommen und in eine Vorrichtung zur Durchfuhrung 
und gegebenenfalls Auswertung einer chemischen Reaktion, vorzugsweise einer Po- 
lymerase-Kettenreaktion, iiberfuhrt werden kann. 



Durchfuhrung und 
merase-Kettenreaktion, 
nach dem Bef&llen i 
werden kann. 



21 . Vorrichtung nach Anspnich 1 9 oder 20, weiterhin umfassend eine Vorrichtung zur 

Ausw srtung einer chemischen Reaktion, vorzugsweise einer Poly- 

dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine Einheit 
der Reaktionsvorrichtung von der restlichen Vorrichtung getrennt 



Verwendung einer Zusammensetzung gemass einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Zube- 
reitung von Reaktionsmischungen fiir chemische Reaktionen, insbesondere fur die 
Polymerase-Kettenreakt ion. 

Verwendung einer Einhsit gemass einem der Anspriiche 3 bis 12 zur Zubereirung von 
Reaktionsmischungen fiir chemische Reaktionen, insbesondere fiir die Polymerase- 



Kettenreaktion. 



24. Verwendung einer Protienzubereitungsvorrichtung gemass einem der Anspriiche 19 



bis 21 zur Zubereitung 



von Reaktionsmischungen fiir chemische Reaktionen, insbe- 



sondere fur die Polymerase-Kettenreaktion. 



Identifiaierung 



Verfahren zur 
be, umfassend die 
Kettenreaktion in eine] - 
des Reaktionsgemischps 
wertung einer 



■ Polymerase' 



von Polynukleotiden, vorzugsweise DNA, in einer Pro- 
Zubereitung eines Reaktionsgemisches fur eine Polymerase- 

Einheit gemass einem der Anspriiche 3 bis 12 5 Oberftihrung 
in eine Reaktionsvorrichtung und Durcbffihrung und Aus- 
•Kettenreaktion. 



EmPf anssze i t 15Juli 16:3fi 



■03 16:44 VON -Hepp Wengor 6 Ryffel AG. Wil 



PBST002EP / XS.P7.03 



Zusamraenfassung 



+41-71-9139556 



28 



T-949 P. 02 



PB3T002EP-03002S 



Die vorliegende Erfindung betriffil eine Einheit zur Zubereitung von Reaktionsgemische 
chemische Reaktionen, insbesondare jRir die Polymerase-Kettenreaktion* umfessend ein< 
Einlass und einen Auslass sowie mindestens eine Membran, dadurch gekennzeichnet, ds 
die Membran eine Zu$ammenset2 ung gebunden ist, welche zur Durchftihrung der chemi 
Reaktion erforderliche Substanzen enthalt. Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin 
Verfahren zur Zubereitung von Reakiionsgemischen fUr chemische Reaktionen, insbeso 
fur die Polymerase-Kettenreakticn, sowie eine Probexi2;ubereitimgsvorachtung > welche < 
vorstehend bescbriebene Einheit umfesst 
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